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中文摘要 
目的：羊膜是目前应用最广泛的构建组织工程角膜上皮的载体。但在临床应
用中发现，基于羊膜构建的组织工程角膜上皮在移植术后角膜的透明度恢复并不
理想。目前认为，羊膜基质的纤维细胞层及疏松的海绵层可能是影响羊膜透明度
的主要原因。因此，本研究对传统去上皮羊膜（DAM）进行改造，制备一种新
型的超薄羊膜（UAM）载体，并评估其生物学及光学性质，同时探讨使用该种
载体构建组织工程角膜上皮的可行性。 
方法：本研究利用 0.02%的 EDTA 去除失活羊膜组织的上皮细胞，并采用 IV
型胶原酶消化去除羊膜基质的纤维层及海绵层，从而获得羊膜致密层。比较从不
同位置来源的胎儿面及胎盘面羊膜，选择合适的羊膜来源。以传统的完整羊膜
（IAM）及 DAM 为对照组，探讨 UAM 的物理及生物学特性，包括光学透明度、
组织结构、脱细胞程度、超微结构，并通过对 I 型、III 型、IV 型、VII 型胶原、
Lamnin 5 及 Perlacan进行免疫荧光及组化染色分析UAM 的生物成份。此基础上，
采用 UAM 作为载体构建组织工程角膜上皮，并观察角膜上皮片的超微结构，利
用 western blot、RT-PCR 以及免疫荧光染色分析细胞表型（K3、K14、K12、p63、
ABCG2）、细胞连接(Connexin 43、Claudin-1、β-Catenin、Occludin、E-cadherin)
及抗新生血管(TIMP-1、thrombospondin-1)相关标记物的表达情况。最后，采用
该组织工程角膜上皮移植治疗模型动物的全角膜缘干细胞缺乏。术后观察移植细
胞的存活、眼表的上皮化、炎症以及角膜新生血管形成情况等，并观察移植术后
2 周角膜上皮的组织结构及细胞表型变化。 
结果：UAM 是一种透明、脱细胞、胶原纤维排列致密的材料，厚度约 20-30
μm 左右，主要含有 I 型和 III 型胶原及部分基底膜 Laminin 5 成份。基于 UAM
构建的角膜上皮片较传统的DAM载体构建的角膜上皮片厚度更厚且透明度更佳。
同时，在 UAM 上培养的角膜上皮细胞与其底层的羊膜载体贴附紧密，且表达更
多的 p63、ABCG2、β-catenin、TIMP-1、thrombospondin-1 等角膜上皮祖细胞、
紧密连接及抗新生血管相关的标记物。此外，本研究还发现移植术后 2 周，基于
UAM 构建的组织工程角膜上皮可成功治疗全角膜缘干细胞缺乏动物模型。移植
术后 2周发现，UAM移植组较DAM移植组角膜上皮细胞复层化及透明度更好。 
结论：基于 UAM 构建的组织工程角膜上皮透明度较好，同时在其表面扩增
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的角膜缘干细胞能够维持角膜缘组织的正常细胞表型，移植术后效果也更佳。
UAM 保留了完整的羊膜致密层结构，是一种理想的组织工程角膜上皮载体。 
关键词：超薄羊膜；角膜；组织工程角膜上皮 
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Abstract 
Purpose: Amniotic membranes (AM) are widely used as a corneal epithelial tissue 
carrier in reconstruction surgery. However, the engineered tissue transparency is low 
due to the translucent thick underlying AM stroma. To overcome this drawback, we 
developed an ultra-thin AM (UAM) by stripping away from the epithelial denuded 
AM (DAM) some of the stroma, and evaluated its biomaterial characteristics and 
efficacy in corneal epithelium tissue-engineering. 
Methods: Cryo-preserved AM was treated with 0.02% EDTA and its epithelium was 
dissociated by scraper to generate DAM. Stromal side of the denuded AM (DAM) 
was then digested with type IV collagenase at 37℃ for different durations to generate 
UAM to get the compact layer of AM. AM from plancetal side and the fetal side was 
compared to choose AM with higher transparency. The characteristics including 
optical transmittance, thickness, decellularization and microstructure were evaluated. 
Intact AM (IAM) and DAM were served as control. The components of UAM were 
analyzed by immuno-straining of collagen I, III, IV, VII, perlecan and Laminin 5. 
Rabbit limbal epithelial cells were cultured on UAM and DAM to generate tissue 
engineered corneal epithelium. Cell proliferation and differentiation markers such as 
p63, ABCG2, K3, K12, K14, cell tight junction markers such as Connexin 43, 
Claudin-1, β-Catenin, Occludin, E-cadherin and anti-angiogenesis related markers 
TIMP-1 and thrombospondin-1 were detected by immunofluorescent staining, 
RT-PCR or Western blot. The microstructure was examined and photographed with 
transmission electron microscope. The engineered corneal epithelium was 
transplanted to the ocular surface of total limbal stem cells deficiency (LSCD) rabbit 
model, and the cornea was observed by slit-lamp microscope postoperatively. 
Furthermore, the corneal and limbal epithelial cell phenotype was detected by 
immunofluorescent staining postoperatively 2 weeks after animals were sacrificed. 
Results: By thinning the stroma to about 20-30μm, the UAM was rendered acellular, 
optically clear and its collagen framework became compacted and inerratic. It mainly 
contained the collagen I, III and partial Laminin 5. Engineered rabbit corneal 
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epithelial cell (RCEC) sheets generated through expansion of limbal epithelial cells 
on UAM were more transparent and thicker than those expanded on DAM, and the 
RCEC attached to the membrane more closely. Moreover, p63, ABCG2, β-catenin, 
TIMP-1 and thrombospondin-1 gene expression were greater in tissue engineered cell 
sheets expanded on UAM than those on DAM. Furthermore, 2 weeks after surgery, 
the grafted cell sheets initially grown on UAM were more stratified and transparent 
than those expanded on DAM.  
Conclusion: Taken together, tissue engineered corneal epithelium generated on UAM 
has a preferable outcome because the transplanted tissue is more transparent and 
better resembles the phenotype of the native tissue than that obtained by using DAM 
for this procedure. UAM preserves compact layer of the amniotic membrane and 
maybe an ideal substrate for corneal epithelial tissue engineering. 
KEY WORDS: Amniotic membrane, cornea, corneal epithelium tissue-engineering. 
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第一章 前言 
1.1 研究背景 
1.1.1 角膜缘干细胞 
1.1.1.1 角膜缘干细胞 
角膜缘干细胞（Limbal stem cells），亦即角膜上皮干细胞[1]，位于角膜缘基
底部，其增殖后产生短暂扩充细胞，向角膜上皮中央及表层方向移行[2]，并进一
步增殖、最终分化为成熟的角膜上皮细胞[3, 4]。一定数量的角膜上皮干细胞对维
持角膜上皮的动态稳定和角膜组织的透明发挥非常重要的作用[5]。 
 
1.1.1.2 角膜缘干细胞缺乏 
角膜缘干细胞功能障碍（Corneal limbal stem cell dysfunction，LSCD）是由
于角膜缘干细胞数量的缺乏或定向分化潜能丢失，往往表现为眼表面广泛破坏，
发生持续性角膜上皮缺损、慢性炎症、角膜上皮结膜化以及新生血管侵入等，继
而导致角膜透明度下降，造成患者严重视力障碍甚至致盲[6]。这不仅严重影响患
者的生活质量，更给家庭和社会带来沉重负担。而随着社会现代化进程的发展，
各种原因引起的角膜缘干细胞缺乏已成为威胁人们视力的一类常见病及多发病。 
 
1.1.1.3 角膜缘干细胞缺乏的治疗现状 
目前，根据角膜缘干细胞的缺失程度，主要将其分为两类，包括部分角膜缘
干细胞缺乏和全角膜缘干细胞缺乏[7]。部分角膜缘干细胞缺乏为角膜缘干细胞总
量丧失小于 50%，损伤范围以外的角膜完全透明，常见病因包括翼状胬肉、轻度
的化学伤、轻度 Stevens-Johnson 综合征、接触镜相关的角膜病变等。对于部分
角膜缘干细胞缺乏的治疗，常采用切除病灶或局部纤维血管翳，并行自体角膜缘
组织或羊膜移植促进健康角膜缘干细胞的增殖；全角膜缘干细胞缺乏，指角膜缘
干细胞总量缺失大于 50%以上，全角膜纤维血管翳覆盖，常见的病因包括：重度
的眼化学伤、热烧伤、眼瘢痕性类天疱疮（OCP）、Stevens-Johnson 综合征（SJS）、
严重干眼症等[5]。目前，针对全角膜缘干细胞缺乏早期的治疗方式常采用异体角
膜缘移植术（allograft limbal transplantation）进行治疗[8]，但术后需长期使用免
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疫抑制剂，排斥反应发生率高，且易发生供体衰竭，临床效果不佳。近年来，随
着角膜缘干细胞体外扩增技术的发展，大量研究发现扩增后的角膜上皮干细胞移
植对治疗角膜缘干细胞缺乏有良好的疗效[9-13]。对于仅单眼损伤患者，可以从健
眼取出少量角膜上皮干细胞进行体外扩增后移植[14]。对于双眼均受损患者，可
采用口腔粘膜上皮干细胞进行体外扩增[15]。除此之外，利用来源于胚胎干细胞
（ESc）、诱导多能干细胞（IPSc）分化的角膜上皮细胞构建组织工程角膜上皮也
逐渐成为研究的热点，这有可能为临床提供一种新的供体细胞来源。 
 
1.1.2 羊膜 
1.1.2.1 羊膜的组织特性 
羊膜位于胎盘的最内层，是一层无血管、无神经、无淋巴、有一定的韧性及
弹性的半透明光滑薄膜，它不含 HLA-A、B、C 及 DR 等抗原成分[16]。一般情况
下，羊膜厚度约 20-100μm，如图 1 所示，它主要分为 5 层结构：包括上皮细胞
层、基底膜、致密层、纤维母细胞层及海绵层[17, 18]。其上皮层为单层立方上皮
细胞，主要来源于外胚层的羊膜上皮，具有干细胞特征[19]。羊膜上皮细胞表面
有大量的微绒毛，上皮细胞间由桥粒和半桥粒相连，参与形成复杂的细胞间迷路
管道系统[20]；羊膜的基底膜厚约 0.1μm，是人体最厚的基底膜，主要包含 IV 型、
VII 型胶原，Laminin 5、Perlecan、actin、α-actinin、spectrin、ezrin、vimentin、
desmoplakin 及 fibronectin 等成分[21-23]，可促进细胞的粘附[24]、迁移、分化[25]、
移植后可加速上皮化进程[26]，同时也可抑制细胞的凋亡[27, 28] ，使羊膜可充当天
然的移植基底膜；致密层是羊膜中一层约 30μm 厚的无细胞，由纵横交错、排列
致密的胶原纤维构成，羊膜的这层结构决定了羊膜的张力，而目前对这层结构的
相关研究还较少；纤维母细胞层中含有大量的羊膜基质细胞，它主要来源于中胚
层的羊膜间充质，目前研究发现这些细胞也有干细胞的潜能[29]，此外，羊膜间
充质干细胞不表达端粒酶，排除了移植后成瘤的风险[30]。羊膜的海绵层是羊膜
中最厚的一层，因其胶原排列疏松得名。羊膜尤其是新鲜羊膜中还含有大量的细
胞生长因子，如 EGF、bFGF、HGF、TGF-β 等，可促进细胞生长和分化。 
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图 1. 羊膜的结构 
Figure 1. The structure of amniotic membrane.  
 
1.1.2.2 羊膜的生物功能 
目前大量的研究已证实羊膜具有抗炎症[31]、抗新生血管[32]，抑菌[33]、抗病
毒以及促进上皮损伤愈合、减少疤痕形成[34]、减轻患者疼痛等功能。 
1.1.2.2.1 抗炎 
到目前为止，羊膜抗炎的机制还没有完全解释清楚。2000年，Park和tseng[31]
在动物实验中发现羊膜可捕获炎症细胞的现象。此后，Shimmura等人[35]进一步
研究在临床中将羊膜作为眼科辅料时也发现了同样的现象，他们同时发现这些在
羊膜基质中被捕获的炎症细胞会出现了凋亡的征象。也有研究表明羊膜中的透明
质酸（HA）是炎症细胞表达抗原CD44的配体，可粘附炎症细胞从而减轻炎症[36]。
Li等人[37]分离了培养羊膜上皮的培养基上清液，研究发现羊膜上皮细胞可分泌一
些可溶性的成份减少中性粒细胞及巨噬细胞的趋化作用，并抑制T及B淋巴细胞
的增殖，促进其凋亡。Kim等人[38]发现羊膜可降低MMP-1、2、9的表达，从而减
轻角膜的炎性反应。此外，羊膜上皮产生的IL-1β在调节前列腺素的产生也有一
定作用[39]。 
1.1.2.2.2 抗新生血管的形成 
羊膜抗新生血管的功能是其在眼科临床中长期使用的原因之一。羊膜本身富
含 IV α2 型和 VII 型胶原、Laminin-1、Laminin-5、Fironectin 等，可抑制角膜的
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